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I dette prosjektet har vi undersøkt om immunstimulantene kitosan, poly I:C, astragalus 
rotekstrakt, hyaluronsyre og imiquimod kunne ha effekt på transkripsjonen av en ni gener 
involvert i metabolisme. Nyklekkede plommesekklarver fra atlantisk laks (Salmo salar) ble delt 
inn i 6 grupper og badbehandlet en gang i 60 minutter i immunstimulantene. Seks 
plommesekklarver fra hver gruppe ble samplet for qPCR-analyse på dag 1, 2, 4, 9, 16, 32 og 
45 etter badbehandling. Plommesekk og haleparti ble kuttet bort før mRNA-ekstraksjon. Fra 
RNAet ble det lagd cDNA som ble brukt i qPCR-analysene. Plommesekklarver badbehandlet 
med kitosan døde innen en time etter badbehandling. Badbehandling med poly I:C, astragalus 
og imiquimod induserte genreguleringer på samtlige av de undersøkte metabolismegenene, noe 
som indikerte at disse hadde effekt på metabolismen til plommesekklarver. Badbehandling med 











mRNA- messenger RNA 
poly I:C- Polyinosinic-polycytidylic  
LPS- Liposakkarid 
CpG- 5'—C—phosphate—G—3'  
TLR- Toll-lignende-reseptor 
TNF- Tumor nekrose faktor 
NF-KB- Nukleær faktor kappa-light-chain, enhancer 
IFN- Interferon 
ATP- Adenosintrifosfat 
PCR- polymerase kjedereaksjon 
RTPCR/ qPCR- Revers transkripsjon polymerase kjedereaksjon 
Ct- cycle threshold 
H2O2- Hydrogenperoksid 
PAMP- Patogen associated molecular pattern 






Forord ................................................................................................................................... II 
Sammendrag........................................................................................................................ IV 
Forkortelser ...........................................................................................................................V 
1 Innledning ..................................................................................................................... 1 
1.1 Immunstimulering og immunstimulanter ................................................................. 1 
1.1.1 Immunstimulering ............................................................................................ 1 
1.1.2 Deacetylert kitin- kitosan .................................................................................. 1 
1.1.3 Polyinosinic-polycytidylic (Poly I:C) ............................................................... 1 
1.1.4 Astragalus rotekstrakt ....................................................................................... 2 
1.1.5 Hyaluronsyre .................................................................................................... 2 
1.1.6 Imiquimod ........................................................................................................ 2 
1.2 Plommesekklarver av Atlantisk laks (Salmo salar L.) .............................................. 3 
1.3 Gener ...................................................................................................................... 4 
1.4 Bakgrunn og problemstilling ................................................................................... 6 
2 Materialer og metoder .................................................................................................... 7 
2.1 Materialer ................................................................................................................ 7 
2.2 Fisk ......................................................................................................................... 8 
2.3 RNA-ekstrahering ................................................................................................. 10 
2.4 Kvalitetssikring av RNA........................................................................................ 11 
2.5 cDNA-syntese ....................................................................................................... 11 
2.6 Primere .................................................................................................................. 12 
2.7 Kvantitativ RT-PCR (qPCR) ................................................................................. 13 
3 Resultater..................................................................................................................... 14 
3.1 Deacetylert kitin .................................................................................................... 14 




3.3 mTOR .................................................................................................................... 17 
3.4 HIF1-α .................................................................................................................. 18 
3.5 c-Myc .................................................................................................................... 20 
3.6 GLUT1 .................................................................................................................. 21 
3.7 IL-1β ..................................................................................................................... 23 
3.8 SIX1 ...................................................................................................................... 24 
3.9 iNOS ..................................................................................................................... 26 
3.10 Cathepsin B ....................................................................................................... 27 
4 Diskusjon..................................................................................................................... 29 
4.1 Effekt av deacetylert kitin- kitosan ........................................................................ 29 
4.2 Effekt av poly I:C .................................................................................................. 29 
4.3 Effekt av Astragalus rotekstrakt ............................................................................. 32 
4.4 Effekt av hyaluronsyre........................................................................................... 35 
4.5 Effekt av imiquimod .............................................................................................. 38 
4.6 Feilkilder ............................................................................................................... 41 
5 Konklusjon .................................................................................................................. 42 
6 Tanker til videre arbeid ................................................................................................ 43 
7 Referanser.................................................................................................................... 44 









1.1 Immunstimulering og immunstimulanter 
1.1.1 Immunstimulering 
Immunstimulanter er stoffer som aktiverer immunforsvaret. Slike stoffer kan være glukan, 
kitin og syntetisk DNA, for å nevne noen (Sakai, 1999, Bricknell and Dalmo, 2005). 
Immunstimulering av fisk går ut på å aktivere fiskens immunforsvar før et eventuelt 
patogenangrep. Den mest utbredte administreringsruten for immunstimulering er injisering. 
Da injiseres det immunstimulanter, som f.eks. inaktive patogener (som innehar f. eks. LPS 
eller CpG-inneholdende DNA) inn i fiskens ryggmuskulatur (Chang et al., 2017) eller 
bukhule (Midtlyng et al., 1996). En annen administrasjonsvei for immunstimulering er å bade 
fisken i immunstimulanter. Da tas immunstimulantene opp gjennom gjellene, huden og i 
tarmepitelet (Raida and Buchmann, 2007).  
1.1.2 Deacetylert kitin- kitosan 
Kitosan er et derivat av deacetylert kitin, som har vist å gi økt vekst, antioksidantstatus og 
immunologiske responser i karpefisk ved oral administrering (Yan et al., 2017). I en studie på 
olivenflyndre (Paralichthys olivaceus) ble det funnet økt lysozym-aktivitet i mukus hos 
olivenflyndre gitt kitosanbelagt fòr (Seon et al., 2008). Også et studie på hvitreker 
(Litopenaeus vannamei) har vist at det å fòre rekene med kitosan, aktiverte immunforsvaret 
og gav økt resistans mot bakterien Vibrio alginolyticus (Wang and Chen, 2005).  
1.1.3 Polyinosinic-polycytidylic (Poly I:C) 
Poly I:C er syntetisk dobbelttrådet RNA. Poly I:C fungerer som en "Pathogen Assosiated 
Molekylar Pattern" (PAMP), som assosieres med virale infeksjoner og gjenkjennes av toll-
lignende reseptor 3 (TLR3) (Kumar et al., 2006). I en studie hvor salmonider ble injisert 
intraperitonalt med poly I:C viste fisken økt respons målt via økt uttrykk av Mx-protein 
(Lockhart et al., 2004). Også Jensen et al., 2002 har studert antiviral virkning av poly I:C injisert 
intraperitonalt, og konkluderte med at poly I:C gir noen, ikke full, beskyttende effekter mot 





1.1.4 Astragalus rotekstrakt 
Astragalus er en slekt i erteblomstfamilien. Ekstrakt fra røttene til planter i Astragalus-slekten 
er mye brukt innen kinesisk humanmedisin, men også som immunstimulant for fisk i akvakultur 
(Yin et al., 2009). Furunkulose-vaksinerte karper stimulert oralt med en blanding av Astragalus 
radix og Ganoderma lucidum viste økt respirasjonsaktivitet, høyere fagocytoseaktivitet hos 
leukocytter fra blod-, økt lysosymaktivitet, samt økt sirkulatorisk antistoff (Yin et al., 2009). 
Kylling som ble gitt astragalus viste ingen antibakteriell aktivitet, men det ble funnet signifikant 
økning i kroppsvekt, noe som indikerte at astragalus påvirket metabolismen (Zhang et al., 
2009a). Et annet studie viste at polysakkarider fra astragalus induserte cytokinproduksjon fra 
makrofager (Wei et al., 2016). Resultatene fra alle disse studiene viser at astragalus har 
potensiale til å øke aktiviteten til immunforsvaret og dermed også metabolismen.  
1.1.5 Hyaluronsyre 
Hyaluronsyre, også kalt ("hyaluronan; ioneproduktet") er en bestanddel av et proteoglycan 
syntetisert av fibroblaster og andre celler (Laurent and Fraser, 1992). Det er en viktig bestanddel 
i ekstracellulær væske. Hyaluronsyre kan, ved økt cellulær infiltrasjon og produksjon av 
proinflammatoriske cytokiner (eks. TNF-a og IL-1β), oppføre seg som en initiator for 
immunrespons (Raoudi et al., 2008). Shin et al. har funnet at å bruke hyaluronsyre i adjuvansen 
til kombinasjonsvaksiner kan gi økt immunrespons (Shin et al., 2017). Effekten av hyaluronsyre 
ser ut til å være avhengig av størrelsen på molekylet. Dette ble funnet ved en studie på NF-KB 
(nukleær faktor kappa- light-chain-enhancer of activated B cells) -aktivering i makrofager hos 
mus, stimulert med hyaluronsyre med høy og lav molekylvekt, -det var kun hyaluronsyre med 
lav molekylvekt som aktiverte DNA-bindingsaktiviteten til NF-KB som resulterte i økt 
genuttrykk (Noble et al., 1996).  
1.1.6 Imiquimod 
Imiquimod er en syntetisk etterligning av enkelttrådet RNA som fungerer som en agonist for 
TLR7. Ved binding til TLR7 vil det bli produsert og sekretert pro-inflammatoriske cytokiner, 
som f.eks. IFN-α, TNF-α og IL-12 (Stanley, 2002), (Wang et al., 2005).  Normalt blir 
imiquimod ofte brukt i humanmedisin som en immunmodulator i krem mot kjønnsvorter (Perry 
and Lamb, 1999), men har også blitt testet som immunstimulant i både krepsdyr og fisk. Reker 




imiquimod-stimulerte olivenflyndrer er det funnet økt uttrykk av cytokiner og IFN-stimulerte 
gener (Avunje and Jung, 2017). 
1.2 Plommesekklarver av Atlantisk laks (Salmo salar L.) 
Eggene til Atlantisk laks klekkes normalt ved ca. 500 døgngrader (Solberg et al., 2014). Ut fra 
eggene klekkes plommesekklarver. Plommesekklarvene har ikke ferdigutviklet mage-
tarmkanal. Siden mage-tarmkanalen ikke er ferdigutviklet, er de utstyrt med plommesekk som 
skal gi næring til larven under utvikling (Bone and Moore, 2008). Plommesekken til 
plommesekklarver av laks kommer klart frem i Figur 1.  
 
Figur 1: To dager gammel plommesekkyngel fra atlantisk laks avlivet i Benzoak vet.. Plommesekken vises som en 
gul-oransje sekk med en mørk oransje ball (fett) inni. Foto: privat 
 
I en studie av eggeplomme-nedbrytning hos killifisk, ble det funnet at flere forskjellige 
enzymer, blant annet cathepsin B. Enzymet ble vist å være med på proteinnedbrytning av 
plommesekken, slik at fiskelarven ble forsynt med næring (Raldua et al., 2006). På denne måten 
blir plommesekken fortært, til larvens fordøyelsessystem er ferdig utviklet og den kan begynne 




1.3 Gener  
Immunforsvaret hos laks er historisk blitt delt i to deler, det medfødte immunforsvaret og det 
adaptive immunforsvaret. Det er nå klart at det medfødte og det adaptive samspiller. Uansett 
hvilken del av immunforsvaret som aktiveres, vil aktivering av immunceller forårsake endret 
metabolsk aktivitet (Zhu et al., 2013). Når immunceller aktiveres vil glykolytisk aktivitet gi 
større produksjon av laktat enn ved normal glykolytisk aktivitet (oksidativ fosforylering), som 
gir ATP og karbondioksid. En slik metabolsk dreining kalles "Warburg effekten" (Li et al., 
2018).  
Det er mange gener som regulerer dette og på forskjellige måter. Endret uttrykk av et gen kan 
igjen føre til endringer i uttrykk av mange andre gener. Som nevnt tidligere får 
plommesekklarvene næringen den trenger fra plommesekken. Da må fett og proteiner i 
plommesekken brytes ned slik at plommesekklarvene kan ta i bruk disse næringsstoffene. Et 
gen som styrer nedbrytingen er ATG1 (homolog av ULK1), som først ble karakterisert i gjær 
(Chan and Tooze, 2009). ATG1 er et autofagi (intracellulær) relatert gen som er med på å 
regulere proteolyse av plommesekkprotein (Mizushima, 2010). Genet har blitt identifisert som 
sentralt i lysosomal degradering av plommesekkmasse i utviklingen av sebrafisklarver (Mathai 
et al., 2017).  
I likhet med ATG1/ULK1 regulerer mTOR ("mammalian target of rapamycin") autofagi som en 
respons til blant annet næringsstatus. mTOR er en protein kinase, som direkte regulerer 
ATG1/ULK1, hvor mTOR normalt blir inhibert ved sult (Jung et al., 2010). mTOR regulerer 
også transkripsjonsfaktoren HIF1-α, hvor høyere mTOR-aktivitet induserer høyere ekspresjon 
av HIF1-α. HIF1-α regulerer glukoseopptak, metabolisme (Land and Tee, 2007), og genene 
iNOS og cathepsin B (se senere). 
Videre er det flere gener som er med å regulere metabolismen, slik som c-Myc-proteinet. c-Myc 
er en transkripsjonsfaktor som kontrollerer flere ulike metabolismeveier, deriblant glykolysen, 
hvor økt c-Myc-aktivitet øker glykolysen, slik også HIF1-α gjør (Rodriguez-Enriquez et al., 
2019). c-Myc regulerer direkte ekspresjon av transportproteinet GLUT1. GLUT1 er et gen som 
koder for glukose transporter protein 1, som finnes på cellemembranen hos de fleste celler. 





IL-1β er et proinflammatorisk cytokin med mange funksjoner, deriblant induksjon av glykolyse. 
Når en "PAMP" bindes til TLR3 vil det føre til en rekke prosesser som fører til økt uttrykk av 
IL-1β (Yang et al., 2019). IL-1β kan aktivere c-Myc, som igjen øker uttrykket av de fleste 
metabolske gener nevnt ovenfor (Zhang et al., 2014), (Lemos et al., 2018).  
SIX1 er en transkripsjonsfaktor som hos sebrafisk har vært assosiert til utvikling og 
differensiering av muskel (Bessarab et al., 2008). SIX1 har også blitt oppdaget til å aktivere 
GLUT1 og mTOR- dermed er SIX1 involvert i metabolisme-dreiningen kalt "Warburg 
effekten". Aktivering av SIX1 vil derfor øke metabolismen (Li et al., 2018).  
Ved stresspåvirknig genererer induserbar nitrogen oksid syntetase (iNOS) nitrogenoksid (NO). 
NO påvirker metabolismen ved å dreie den fra glykolyse til fettmetabolisme. 
Transkripsjonsfaktoren HIF1-α binder promoteren til iNOS, dermed øker transkripsjonen av 
iNOS (Matrone et al., 2004).  
Cathepsin B er et lysosomalt proteolytisk enzym som i likhet med ATG1/ULK1 også bidrar til 
metabolisme av plommesekkproteiner hos fisk. HIF1-α kan binde promoteren til cathepsin B 
og øke translasjonen av dette genet til å lage enzymet. På den måten er cathepsin B direkte 












1.4 Bakgrunn og problemstilling 
Det har vist seg at nyklekkede fiskelarver har medfødte forsvarsmekanismer mot patogener. 
Etter hvert kommer også det adaptive immunforsvaret på banen rundt startfóring, med 
produksjon av antistoff. Immunologisk preging av nyklekkede fiskelarver kan være en metode 
for å øke sykdomsbekyttelsen mot bakterier og virus. I tidligere studier var det vist at ved å 
immunstimulere nyklekkede fiskelarver med forskjellige immunstimulanter via bad ble pro-
inflammatoriske responser indusert (Zhang et al., 2009b). Når immuncellene aktiveres, vil det 
bli behov for mer energi og dermed vil metabolismeaktiviteten økes.  
Hovedmål 
• Finne ut om immunstimulantene deacetylert kitosan, polyinosinic-polycytidylic acid 
(poly I:C), astragalus rotekstrakt, hyaluronsyre og imiquimod, har effekter på 
















2 Materialer og metoder 
2.1 Materialer 
Materialene som er brukt i dette forsøket kommer fram i Tabell 1. 
Tabell 1: Utstyr brukt i forsøket. 
Atlantisk laks (Salmobreed Salten AS) RNase away (Thermo Scientific) 
Nitrilhansker (Abena) Eppendorfrør (2 ml) (Thermo Scientific) 
Målesylinder NanoDrop (Thermo Scientific) 
Plastbøtter (10 L) UltrapureTM Agarose (UltrapureTM Agarose) 
Deacetylert kitin (Kina) Elektroforeseutstyr (Millipore) 
Poly I:C (Kina) Quantitect® Revers Transcription kit 
(Qiagen) 
Astragalus rotekstrakt (Kina) PCR-maskin (Thermo Scientific) 
Hyaluronsyre (Kina) qPCR-maskin (Applied Biosystems) 
Imiquimod (Kina) Fast SYBR Green PCR Master Mix 
(Applied Biosystems) 
Engangspipetter (3 ml) Primere (Sigma-Aldrich®) 
Cryorør (2 ml) (Thermo Scientific) 96-brønners cDNA-plate (Applied 
Biosystems) 
Benzoak vet. (ACD Pharmaceuticals) 96-brønners qPCR-plate (Applied 
Biosystems) 
Begerglass Pipetter 




Skalpellblad 96 % etanol (VWR) 
vekt Allprep RNA/DNA extraction kit (Qiagen) 
Sentrifuge (Thermo Scientific) TissueLyser II (Qiagen) 
Dithiothreitol (Sigma-Aldrich®)  
 
2.2 Fisk 
19. september 2019 ble øyerogn, på 402 døgngrader fra atlantisk laks (Salmobreed Salten AS), 
fraktet til Havbruksstasjonen i Tromsø, hvor de ble fordelt i 18 inkubatorer med rennende vann 
som holdt 6-8 °C, i påvente av klekking. Kvaliteten på rognbatchen var god, siden vi fjernet 
kun 10 egg (døde egg) før fordeling skjedde. Døde egg ble fjernet daglig av oss. Temperatur 
ble målt daglig. Rett etter klekking (ca. 530 døgngrader) ble plommesekkyngelen delt i 6 
grupper (3 inkubatorer i hver gruppe), hvor hver gruppe fikk navn etter hvilken stimulus de 
skulle utsettes for. Immunstimulantene var deacetylert kitin, poly I:C, astragalus rot-ekstrakt, 
hyaluronsyre og imiquimod. Tabell 2 viser hvilken gruppe som ble stimulert med hvilken 
immunstimulant og konsentrasjonen av immunstimulantene under badbehandlingen. 
Plommesekklarvene ble badet i små plastbøtter (10 l) i løsninger inneholdende 











Tabell 2: Tabellen viser hvilken gruppe som ble badet i hvilken immunstimulant konsentrasjon til de ulike 
immunstimulantene. 
Gruppenavn Immunstimulant Konsentrasjon under 
badbehandling 
Kontroll Vann (H2O)  Ble ikke badet 
Deacetylert kitin 
(kitosan) 
Deacetylert kitin (10 mg/ml) 10 mg/l 
Poly I:C (Kina) Poly I:C (10 mg/ml) 10 mg/l 
Astragalus rot-ekstrakt 
(Kina) 
Astragalus rot-ekstrakt (10 mg/ml) 10 mg/l 
Hyaluronsyre (Kina) Hyaluronsyre (10 mg/ml) 10 mg/l 
Imiquimod (Kina) Imiquimod 1 mg/ml 1 mg/l 
 
Som vist i Tabell 3, ble 10 plommesekklarver fra kontrollgruppen samplet samme dag som 
badbehandling fant sted, og ellers ble det samplet 30 plommesekklarver fra hver gruppe på 
dagene 1, 2, 4, 9, 16, 32, og 45, etter badbehandling. Ved sampling ble 30 plommesekklarver 
fra hver gruppe pipettert over i et begerglass og avlivet med overdose av Benzoak vet.. Når 
plommesekklarvene var avlivet, ble de lagret i merkede cryorør fylt med RNA-later og 
oppbevart ved -20°C. Etter endt sampling 45 dager etter stimulering, ble resterende 















Kontroll Poly I:C Astragalus 
rotekstrakt 
Hyaluronsyre Imiquimod 
0 10 fisk     
1 30 fisk 30 fisk 30 fisk 30 fisk 30 fisk 
2 30 fisk 30 fisk 30 fisk 30 fisk 30 fisk 
4 30 fisk 30 fisk 30 fisk 30 fisk 30 fisk 
9 30 fisk 30 fisk 30 fisk 30 fisk 30 fisk 
16 30 fisk 30 fisk 30 fisk 30 fisk 30 fisk 
32 30 fisk 30 fisk 30 fisk 30 fisk 30 fisk 




Totalt RNA ble ekstrahert fra homogenat av 6 plommesekklarver fra hver gruppe (ikke slått 
sammen), fra hver samplingdag ved bruk av "Quiagen AllPrep RNA/DNA extraction mini kit". 
Protokollen til ekstraherings-kitet ble fulgt, med noen unntak*. Siden plommesekklarvene 
hadde varierende størrelse (ettersom hvor gamle de var), ble halen kuttet bort med et snitt fra 
gatt til ryggfinne, og plommesekken ble kuttet bort hos samtlige plommesekklarver for å fjerne 
unødvendig fett. Fett, ved bruk av kitet, kan gi lavt utbytte av RNA/DNA. For å få bedre 
kontroll på hvilke prøver som ble ekstrahert, ble det brukt løpenummer på prøvene etter hvert 
som de ble ekstrahert.  
Når protokollen følges, ender en opp med 30-50 µl totalt RNA fra hver prøve. Siden det ble 
svært høy RNA-konsentrasjon (over 2000 ng/µl i 30 µl RNase-fritt vann), ble det fra og med 





* I kitets protokoll var det beskrevet at en kunne bruke opptil 20 mg vev i 600 µl ferdigblandet 
"RLT-plus" for homogenisering. Plommesekklarver fra dag 32 og 45 veide rundt 100 mg etter 
at hale og plommesekk var kuttet bort. Derfor ble mye av ryggmusklene også kuttet bort. 
Plommesekklarvene ble da veid til mellom 25 og 45 mg. Det ble derfor tilsatt 300-600 µl ekstra 
"RLT-plus" og fra dette homogenatet ble det brukt ca. 600 µl. 
2.4 Kvalitetssikring av RNA 
RNA mengde og kvalitet ble testet i NanoDrop (Themo Sientific) ved at 1 µl RNA ble pipettert 
over på instrumentet. Maskinen analyserte RNAet, og oppga konsentrasjonen og renheten. 
Prøvene ble ansett som ren hvis A260/A280 lå mellom 1,8 og 2,1. Det ble i tillegg kjørt gel 
elektroforese på ca. halvparten av prøvene. Dette var for å kontrollsjekke om det var RNA i 
prøvene og om det eventuelt var mikro-RNA eller protein-kontaminering i prøvene.  
2.5 cDNA-syntese 
Det ble lagd cDNA fra hver prøve totalt RNA ved bruk av "Quantitect® Revers Transcription 
kit" (Qiagen). Det ble lagd 20 µl cDNA, fra 2000 ng RNA fra hver prøve. Som vist i Tabell 4, 
ble det for 1 reaksjon blandet 10 µl 2x RT mix, 1 µl 20x RT enzyme mix, 2000 ng RNA og 
resten RNase-fritt vann. RNA-volum ble regnet fra RNA-konsentrasjonen til hver enkelt prøve, 
som ble bestemt ved bruk av NanoDrop. Prøvene ble så inkuberte ved 37 °C (60 min), 95 °C 
(5 min) og 4 °C (∞) i en PCR-maskin. cDNAet ble så fryst ned ved -20 °C i vente på qPCR. 
Tabell 4: Innhold i én PCR-reaksjonen 
Reaktanter Volum 
2x RT mix 10 µl 
20x RT enzyme mix 1 µl 
Totalt RNA Volum tilsvarende 
2000 ng RNA 
RNase fritt vann Resten H2O 








Primerene ble bestilt av oss og lagd av Sigma-Aldrich® og ble levert ferdig frysetørket. 
Primerene ble fortynnet til 100 µM med RNase-fritt vann etter anvisning i bruksanvisningen til 
primerene. De ble så fortynnet til 10 µM, for å kunne brukes i qPCR-reaksjonene. Det ble testet 
3 referansegener ("housekeeping genes"): 18s, β-actin, og EF1α, hvor 18S var mest stabil og 
ble brukt som referansegen i utregningene. Hvilke primere som er brukt, samt referanser til 
gensekvenser (Genbank) og eventuelle referanser hvor de før er brukt kommer frem i Tabell 5. 
Tabell 5: Tabellen viser de ulike sekvensene til primerene som er blitt brukt. * Primere som ikke har blitt publisert i 
andre rapporter. 
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CathB F AGGGGGGAACTCCTTACTGGCT 
(Bahuaud et al., 2008) 
  
DR696159 





















al., 2018a)   
AY617117 
 
2.7 Kvantitativ RT-PCR (qPCR) 
I qPCR-reaksjonen ble det brukt cDNA fortynnet til forholdet 1:100. For hver qPCR- reaksjon 
ble det brukt 3 µl cDNA med forhold 1:100, 2,5 µl RNase fritt vann, 1 µl 10 µM primer F, 1 µl 
10 µM primer R, og 7,5 µl Fast SyBr Green mastermix. Reaksjonsblandingene ble pipettert i 
duplikater på en 96-brønners plate. Det ble også lagd negativ kontroll som inneholdt RNasefritt 
vann istedenfor cDNA, og ble kjørt i duplikater på samme plate som resten av prøvene.  
Prøvene ble kjørt i qPCR-maskinen etter oppskriften vist i Tabell 6. For å få frem smeltekurven 
ble prøvene kjørt videre i 95 ºC 15 sek., 60 ºC i 60 sek., 95 ºC i 15 sek., og 60 ºC i 15 sek..  
Tabell 6: Tabellen viser hvor lang tid og hvilken temperatur hver syklus i qPCR-maskinen hadde.. 
  40 sykluser     
Temperatur 95 ºC 95 ºC 60 ºC 95 ºC 60 ºC 95 ºC 60 ºC 
Tid 20 sek 3 sek 60 sek 15 sek 60 sek 15 sek 15 sek 
 
Resultatene fra qPCR-maskinen ble oppgitt som Ct-verdier, og Pfaffl-metoden ble brukt for å 
finne primereffektiviteten med ligningen: 
Converted primer efficiency (E) = (
Primer efficiency 100%
100
) + 1 
Og for å finne foldendring relativ til kontrollgruppa med ligningen: 
Fold change relativ to control =
(E Gene of interest)^ΔCT(Gene of interest)
(E Housekeeping gene)^Δ(Housekeeping gene)
 
Signifikans var utregnet med bruk av "Mann-Whitney-test" og "Welch t-test" med "Spearman 





I dette prosjektet har vi stimulert nyklekkede plommesekklarver med immunstimulantene poly 
I:C (Polyinosinic-polycytidylic acid) (100mg/L), astragalus rotekstrakt (100mg/L), 
hyaluronsyre (100mg/L), imiquimod (1mg/L), via badbehandling i 60 minutter og tatt prøver 
fra plommesekklarvene over en periode på 45 dager etter immunstimulering. Bakgrunnen var 
at vi ønsket å se på metabolske effekter som funksjon av immunstimulering. Se appendiks tabell 
7-15 for gjennomsnittlige Ct-verdier for qPCR analyser. 
Vi undersøkte ekspresjon av en rekke gener som er direkte relatert til metabolsk aktivitet. En 
aktivering av immunceller medfører økt eller endret metabolsk aktivitet. Glykolytisk aktivitet 
vil gi større produksjon av laktat enn ved normal metabolsk aktivitet (oksidativ forsforylering) 
som gir ATP og karbon dioksid. En slik metabolsk dreining kalles ofte for «Warburg effekten». 
I de følgende figurene (3-11) er uttrykket av gener til kontrollgruppa også tatt med. Dette fordi 
vi ønsket at den variasjonen, mht. behandling og over tid, også skulle illustreres. I statistiske 
beregninger er verdiene til kontrollgruppa hensyntatt, slik at signifikant forskjell er relativt mot 
kontrollfisk og «time-matched». Generelt medførte ikke badbehandlingene synlige endringer i 
plommesekklarvenes aktivitet. Akkumulert dødelighet for behandlingsgruppene (unntatt 
deacetylert kitin) er vist i appendiks (Tabell 16). 
 
3.1 Deacetylert kitin  
En gruppe med fisk ble også stimulert med deacetylert kitin. Fisken fikk da et hvitt slør på hud 
og i hoderegionen, inkludert gjelleområdet. Disse døde innen en time etter badbehandling. 
Dagen etter ble det rørt i bøtta med død fisk, og da så man et hvitt belegg som løsnet fra fisken 





Figur 2: Fisk stimulert i deacetylert chitosan. Man så et sløret grå-hvitt belegg på larvene. 
 
3.2 ATG1/ULK1 
Figur 3 viser genuttrykk av ATG1/ULK1 målt i homogenisert lakselarver etter stimuli med poly 
I:C, astragalus, og imiquimod. Resultatene er presentert som foldendringer over tid, relativt til 
kontrollgruppen på samme dag. Standardavvik og signifikante foldendringer er presentert i 
figuren.  
Generelt var ekspresjonen hos fisk høyest ved dag 1 og lavest ved dag 2 (nedregulering). Etter 
dag 1 og 2 flatet ekspresjonen ut og noenlunde lik som for kontrollgruppa. Ekspresjonen av 
ATG1/ULK1 i nyklekkede plommesekklarver som ble badet i løsning inneholdende astragalus 
rot-ekstrakt var generelt (ekskl. dag 4) lavere etter dag 1 – enn tilsvarende for kontrollgruppa. 
Det samme gjaldt for imiquimod. Poly I:C induserte generelt høyere ATG1/ULK1 ekspresjon 





Figur 3: ATG1/ULK1's foldendringer over tid for kontroll, poly I:C, astragalus, hyaluronsyre og imiquimod, relativ til 
kontroll på samme dag. Signifikante foldendringer relativ til kontroll på samme dag er merket med bokstavene a og b, hvor a 
er p≤0,05 og b er p≤0,01. N=6. 
 
Resultatene viste en signifikant, men lav økning i genuttrykk av ATG/ULK1, 1 dag etter 
stimulering med astragalus, hyaluronsyre og imiquimod i forhold til ustimulert fisk. Fisk badet 
i poly I:C -løsning viste ingen signifikant økning av ATG/ULK1 på dag 1. To dager etter 
stimulering var uttrykket av ATG/ULK1 signifikant nedregulert i forhold til kontrollfisk for alle 
fire stimulantene. Ved dag 4 var det kun fisk som var stimulert med poly I:C og astragalus som 
viste signifikant økning. Fra dag 9 til dag 45 var det få signifikante endringer i genuttrykket av 
ATG/ULK1, og hvor poly I:C var oppregulert og hyaluronsyre var nedregulert på dag 9, mens 








Figur 4 viser genuttrykk av mTOR målt i homogeniserte lakselarver etter stimuli med poly I:C, 
astragalus, og imiquimod. Resultatene er presentert som foldendringer over tid, relativt til fisk 
i kontrollgruppen på samme dag. Standardavvik og signifikante foldendringer er presentert i 
figuren.  
Generelt var det høyere ekspresjon av mTOR hos immunstimulert fisk (ekskl. poly I:C) enn hos 
fisk i kontrollgruppen ved dag 1. Deretter var ekspresjonen hos immunstimulert fisk ved dag 2 
og 16 generelt lave. Ved de andre tidspunktene var det mer eller mindre ujevn ekspresjon frem 
til dag 45 i forhold til fisk i kontrollgruppen (Figur 4). Ved dag 45 var ekspresjonen av mTOR 
høyere hos fisk stimulert med de antivirale stimulantene (poly I:C og imiquimod). 
 
 
Figur 4: mTOR's foldendringer over tid for kontroll, poly I:C, astragalus, hyaluronsyre og imiquimod, relativ til kontroll på 
samme dag. Signifikante foldendringer relativ til kontroll på samme dag er merket med bokstavene a, b og d, hvor a er 





Resultatene viste en liten, men signifikant økning i genuttrykk av mTOR for alle 
forsøksgruppene en dag etter stimulering i forhold til kontrollfisk, med unntak av fisk som ble 
stimulert med poly I:C, som ikke viste signifikant endring. To dager etter stimulering var 
uttrykket av mTOR signifikant nedregulert for alle forsøksgruppene, unntatt for 
plommesekkyngel som ble stimulert med hyaluronsyre. Fire dager etter stimulering var det en 
liten, men signifikant økning i genuttrykk av mTOR for poly I:C- og astragalus- stimulert fisk. 
Hyaluronsyre og imiquimod medførte ingen signifikant endring i genuttrykk. Fra dag 9 til dag 
45 var det ingen signifikante endringer i genuttrykk, med unntak av poly I:C, som medførte 
signifikant økning ved dag 9 og 45, og astragalus som induserte signifikant en svak økning på 
dag 16. Fisk som var stimulert med imiquimod hadde signifikant økning i uttrykk av mTOR 45 
dager etter stimulering (figur 4). 
 
3.4 HIF1-α 
Ekspresjon av HIF1-α målt i homogeniserte lakselarver etter stimulering med poly I:C, 
astragalus, og imiquimod er vist i Figur 5. Resultatene er presentert som foldendringer over tid, 
relativt til kontrollgruppen på samme dag. Standardavvik og signifikante foldendringer er 
presentert i figuren. 
Generelt var ekspresjonen av HIF1-α høyere for immunstimulerte fisk enn hos fisk i 
kontrollgruppen ved dag 1, og lavere ved dag 2 (nedregulering). Deretter var det varierende 





Figur 5: HIF1-α's foldendringer over tid for kontroll, poly I:C, astragalus, hyaluronsyre og imiquimod, relativ til kontroll på 
samme dag. Signifikante foldendringer relativ til kontroll på samme dag er merket med bokstavene a og b, hvor a er p≤0,05 
og b er p≤0,01. N=6. 
Resultatene viste at det var en signifikant økning av HIF1-α ekspresjon en dag etter stimulering 
i astragalus, hyaluronsyre og imiquimod i forhold til kontrollfisk. Etter to dager var uttrykket 
av HIF1-α signifikant nedregulert i forhold til kontrollfisk for alle stimulantene. Fire og ni dager 
etter stimulering var det ingen signifikante endringer, med unntak av poly I:C, som var 
signifikant oppregulert begge dagene. 16 dager etter stimulering var det en signifikant 
nedregulering for fisk stimulert med astragalus, mens ingen av de andre stimulantene medførte 
signifikant endring. Det var ingen signifikante endringer 32 dager etter stimulering. Etter 45 
dager hadde HIF1-α's genuttrykk for poly I:C og imiquimod en signifikant, men svak økning, 







Figur 6 viser genuttrykk av c-Myc målt i homogeniserte lakselarver etter stimuli med poly I:C, 
astragalus, og imiquimod. Resultatene er presentert som foldendringer over tid, relativt til 
kontrollgruppen på samme dag. Standardavvik og signifikante foldendringer er presentert i 
figuren. 
Ekspresjon av c-Myc var signifikant høyere hos fisk behandlet med astragalus, hyaluronsyre og 
imiquimod en dag etter badbehandling, og nedregulert hos behandlede fisk i alle gruppene ved 
dag 2 – relativt til kontrollfisk. Deretter var uttrykket av c-Myc ganske likt i forhold til 
kontrollfisk, med unntak av ved dag 45 hvor poly I:C og imiquimod behandlet fisk viste høyere 
ekspresjon (Figur 6). Uttrykkene ved dag 1 og 2 hadde ganske likt mønster som for genene 
ATG1/ULK1, mTOR og HIF1-a, samt GLUT1 og SIX1 (se figur 6 og 8). 
 
 
Figur 6: c-Myc's foldendringer over tid for kontroll, poly I:C, astragalus, hyaluronsyre og imiquimod, relativ til kontroll på 
samme dag. Signifikante foldendringer relativ til kontroll på samme dag er merket med bokstavene a, b, og c, hvor a er 




Resultatene viser en signifikant oppregulering av c-Myc's genuttrykk en dag etter stimulering 
for fisk behandlet med astragalus, hyaluronsyre og imiquimod i forhold til kontrollfisk. 
Ekspresjonen av c-Myc hos fisk stimulert med poly I:C medførte ingen signifikant endring i 
genuttrykk ved dag 1. To dager etter stimulering var ekspresjonen av c-Myc hos fisk i samtlige 
forsøksgrupper signifikant nedregulert. Det var få signifikante endringer 4-32 dager etter 
stimulering, med unntak av poly I:C, hvor uttrykket var oppregulert etter 4 og 9 dager, og for 
astragalus, hvor c-Myc ekspresjon var svakt nedregulert etter 16 dager.  45 dager etter 
stimulering medførte poly I:C og imiquimod stimulering signifikant oppregulert c-Myc uttrykk. 
Astragalus og hyaluronsyre hadde ingen signifikant endring i genuttrykk etter 45 dager.  
 
3.6 GLUT1 
Figur 7 viser genuttrykk av GLUT1 målt i homogeniserte lakselarver etter stimuli med poly I:C, 
astragalus, og imiquimod. Resultatene er presentert som foldendringer over tid, relativt til 
kontrollgruppen på samme dag. Standardavvik og signifikante foldendringer er presentert i 
figuren. 
En dag etter badbehandling av astragalus og hyaluronsyre økte transkripsjonen av GLUT1 
relativt til kontrollfisk. Uttrykket av GLUT1 var generelt nedregulert ved dag 2, og nedregulert 





Figur 7: Glut1's foldendringer over tid for kontroll, poly I:C, astragalus, hyaluronsyre og imiquimod, relativ til kontroll på 
samme dag. Signifikante foldendringer relativ til kontroll på samme dag er merket med bokstavene a, og b, hvor a er p≤0,05 
og b er p≤0,01. N=6. 
Resultatene viste signifikant økning i ekspresjon av GLUT1 ved dag 1 etter stimulering med 
astragalus og hyaluronsyre. Uttrykket av GLUT1 i fisk stimulert med poly I:C og imiquimod 
viste ingen signifikante forskjeller i forhold til kontrollfisk ved dag 1. To dager etter stimulering 
var det kun fisk stimulert med poly I:C som viste signifikant økning i genuttrykk av GLUT1. 
Fire dager etter stimulering viste fisk stimulert med poly I:C signifikant oppregulert ekspresjon. 
Også fisk som var badbehandlet med astragalus, hyaluronsyre og imiquimod viste signifikant 
nedregulert ekspresjon av GLUT1 mRNA. Det var ingen signifikante endringer ved dag 9 og 
45. Seksten dager etter stimulering var GLUT1 ekspresjonen i fisk stimulert med astragalus og 
imiquimod signifikant nedregulert, mens fisk badbehandlet med poly I:C og hyaluronsyre ikke 
viste noen signifikante endringer. Etter 32 og 45 dager var det kun fisk stimulert med astragalus 





3.7 IL-1β  
Figur 8 viser genuttrykk av IL-1β målt i homogeniserte lakselarver etter å ha vært badbehandlet 
med stimulantene poly I:C, astragalus, hyaluronsyre og imiquimod. Resultatene er presentert 
som foldendringer over tid, relativt til kontrollgruppen på samme dag. Standardavvik og 
signifikante foldendringer er presentert i figuren. 
Generelt var det liten variasjon og få forskjeller i ekspresjonen av IL-1β de fire første dagene 
etter stimulering. Etter 9 dager var det alle i forsøksgruppene oppregulering av IL-1β 
ekspresjon, mens det var store variasjoner ved dag 16, 32, og 45. Det var generelt få signifikante 
ekspresjonsendringer av IL-1β -relativt til kontrollfisk. 
 
Figur 8: IL-1β's foldendringer over tid for kontroll, poly I:C, astragalus, hyaluronsyre og imiquimod, relativ til kontroll på 
samme dag. Signifikante foldendringer relativ til kontroll på samme dag er merket med bokstavene a og b, hvor a er p≤0,05 
og b er p≤0,01. N=6. 
Resultatene viste at ekspresjon av IL-1β var signifikant nedregulert en dag etter stimulering 
med imiquimod, i forhold til kontrollfisk, mens badbehandling med poly I:C, astragalus og 




det ingen signifikante endringer i IL-1β mRNA ekspresjon, med unntak av fisk stimulert med 
astragalus som medførte signifikant nedregulert ekspresjon i forhold til kontrollfisk 32 dager 
etter stimulering. Førtifem dager etter stimulering var IL-1β's genuttrykk signifikant 
oppregulert for poly I:C stimulert fisk, i forhold til kontrollfisk. Astragalus, hyaluronsyre og 




Figur 9 viser genuttrykk av SIX1 målt i homogeniserte lakselarver etter stimulering med poly 
I:C, astragalus, hyaluronsyre og imiquimod. Resultatene er presentert som foldendringer over 
tid, relativt til kontrollgruppen på samme dag. Standardavvik og signifikante foldendringer er 
presentert i figuren. 
Det var en markert nedregulering av SIX1 ved dag 2 hos nyklekkede fiskelarver som var 
badbehandlet med poly I:C, astragalus, hyaluronsyre og imiquimod. For resten av tidspunktene 
var det generelt nedregulering av SIX1 for mange behandlingsgrupper og tidspunkter, men med 





Figur 9: SIX1's foldendringer over tid for kontroll, poly I:C, astragalus, hyaluronsyre og imiquimod, relativ til kontroll på 
samme dag. Signifikante foldendringer relativ til kontroll på samme dag er merket med bokstavene a og b, hvor a er p≤0,05 
og b er p≤0,01. N=6. 
Resultatene viste at genuttrykket for SIX1 var signifikant oppregulert en dag etter stimulering 
med astragalus og hyaluronsyre i forhold til kontrollfisk, mens stimulering med poly I:C og 
imiquimod induserte ingen signifikante endringer. Etter 2 dager var genuttrykket for SIX1 
signifikant nedregulert for gruppene poly I:C, astragalus og imiquimod, mens badbehandling 
med hyaluronsyre medførte ingen signifikant effekt ved dag 2. Det var ingen signifikante 
endringer i SIX1's genuttrykk fire og ni dager etter stimulering, unntatt for fisk stimulert med 
poly I:C, som viste svakt oppregulert SIX1 ekspresjon 9 dager etter stimulering. Fra 16 til 45 
dager etter stimulering var det ingen signifikante endringer unntatt for fisk stimulert med 






Figur 10 viser genuttrykk av iNOS målt i homogeniserte lakselarver etter stimuli med poly I:C, 
astragalus, hyaluronsyre og imiquimod. Resultatene er presentert som foldendringer over tid, 
relativt til kontrollgruppen på samme dag. Standardavvik og signifikante foldendringer er 
presentert i figuren. 
I vårt forsøk ble det observert kun en signifikant forskjell (nedregulering) hvor fisk som var 
behandlet med astragalus rot-ekstrakt viste lavere iNOS transkripsjon ved dag 32, relativt til 
fisk i kontrollgruppen. Generelt var det store individuelle variasjoner mht. genuttrykk for alle 
gruppene (Figur 10). 
 
Figur 10: iNOS's foldendringer over tid for kontroll, poly I:C, astragalus, hyaluronsyre og imiquimod, relativ til kontroll på 






3.10 Cathepsin B 
Figur 11 viser genuttrykk av cathB målt i homogeniserte lakselarver etter stimuli med poly I:C, 
astragalus, hyaluronsyre og imiquimod. Resultatene er presentert som foldendringer over tid, 
relativt til kontrollgruppen på samme dag. Standardavvik og signifikante foldendringer er 
presentert i figuren. 
Det var generelt en merkbar nedgang i ekspresjonen av cathepsin B i plommesekkyngelen to 
dager etter stimulering i poly I:C, astragalus, hyaluronsyre og imiquimod. Videre var det 
generelt relativt store variasjoner i ekspresjonen av cathepsin B, i forhold til ustimulert fisk.  
 
Figur 11: CathB's foldendringer over tid for kontroll, poly I:C, astragalus, hyaluronsyre og imiquimod, relativ til kontroll på 
samme dag. Signifikante foldendringer relativ til kontroll på samme dag er merket med bokstavene a, b og c, hvor a er 
p≤0,05, b er p≤0,01 og c er p≤0,001. N=6. 
Resultatene viste ingen signifikante endringer i uttrykket av cathB hos stimulerte fiskelarver 
ved dag 1 etter stimulering. To dager etter stimulering var ekspresjonen av cathB signifikant 
nedregulert i forhold til kontrollfisk for alle forsøksgruppene. Fire dager etter stimulering i 




kontrollfisk, mens poly I:C og astragalus stimulering ikke medførte signifikante endringer. Det 
var ingen signifikante endringer i genuttrykket 9-32 dager etter stimulering, med unntak av fisk 
som var badbehandlet med poly I:C, som viste signifikant oppregulering av cathB mRNA 
ekspresjon ved dag 9. Etter 45 dager var det kun fisk som var badbehandlet med imiquimod 








4.1 Effekt av deacetylert kitin- kitosan 
All fisk badbehandlet i deacetylert kitin ble dekket av et hvitt "slør" og døde innen en time etter 
badbehandling, følgelig ble de ikke tatt med videre i forsøket. Grunnen til at fisken døde kan 
være at dette "sløret" festet seg også i gjellepartiet til fisken, slik at fisken ble kvalt. Det er vist 
i en studie av Naim et al., 2013 at kitosan kan brukes som et flokkuleringsmiddel (stoff som 
samler små partikler til klumper ved å binde til dem) i høsting av mikroalger i ferskvann. 
Studien viste at dette var både dose og pH-avhengig, hvor høyeste flokkulering ble funnet ved 
120 mg/L og pH 6 (Naim et al., 2013). Med dette i bakhodet kan en mistenke at den samme 
flokkuleringsreaksjonen har skjedd mellom kitosanet og fiskens mukus under badbehandlingen. 
Når kitosan har blitt brukt som immunstimulant i andre studier har det som regel været 
administrert oralt (Geng et al., 2011) eller via injeksjon (Anderson and Siwicki, 1994). Ved å 
undersøke de kjemiske og interagerende egenskapene til kitosan før vi begynte, kunne vi 
kanskje unngått å bruke kitosan i forsøket og dermed spart fisken for stress og lidelse.  
 
4.2 Effekt av poly I:C 
I forhold til kontrollfisk viste våre resultater generelt økt ekspresjonen av ATG1/ULK1 for 
plommesekklarver stimulert i poly I:C gjennom hele forsøksperioden, med unntak av dag 2 
etter stimulering hvor det var nedsatt ekspresjon av ATG1/ULK1. Resultatene samstemmer med 
in vitro studie på leukocytter fra niøye som også viste økning i ekspresjonen av ATG1/ULK1 
etter stimulering med poly I:C (Luo et al., 2018). 
Ekspresjonen av mTOR fra fisk stimulert med poly I:C var også generelt økende i forhold til 
kontrollfisk gjennom hele forsøksperioden, med unntak av dag 2 og 16, hvor ekspresjonen av 
mTOR var nedsatt. I en in vitro studie på keratinocytter fra mennesker ble det også vist at mTOR 
må aktiveres for å få TLR3 mediert cytokininduksjon som følge av poly I:C stimulering (Zhao 
et al., 2010). Hvorvidt mTOR (transkripsjonsfaktor) var aktivert i vår studie er ikke vist, men 
resultatene kunne indikere at poly I:C hadde aktivert mTOR. For å få svar på dette må det utføres 
grundige studier for å finne ut av de andre komponentene som danner mTOR1 kompleks 




"autophagy-related protein 13" som blir fosforylert. Sistnevnte består av blant annet ATG1 
(Hay and Sonenberg, 2004). Generelt vil inhibering av mTORC1 gi nedsatt metabolsk aktivitet 
i T-celler -via manglende aktivering av HIF1-α og c-Myc, dermed også svakere 
effektorfunksjon. Dette er vist hos tilapia (Oreovhromis niloticus) hvor fisk ble infisert med 
Streptococcus agalactiae (i.p. injeksjon) sammen med rapamycin (inhibitor av mTOR1), viste 
nedsatt T-celleaktivitet (Wei et al., 2019). 
Det var også en generell økning i ekspresjonen av HIF1-α i poly I:C stimulert fisk i forhold til 
kontrollfisk, med unntak av dag 2 og 32, hvor ekspresjonen var nedsatt. En in vitro studie av 
oralt plateepitelkarsinom viste at stimulering med poly I:C ga økt ekspresjon av HIF1-α 24 
timer post stimulering (Han et al., 2016). I et annet studie ved bruk av cellelinjer derivert fra 
mus og menneske medførte poly I:C stimulering nedregulering av HIF1-α  (Hotani et al., 2015). 
I en cellelinje fra mandarinfisk (Siniperca chuatsi) (fibroblaster, MFF-1) ble det funnet at 
ekspresjonen av HIF1-α ble indusert ved poly I:C stimulering (He et al., 2019). Dette studiet er 
delvis i samsvar med våre resultater ved dag 2 etter stimulering (nedregulering). 
Fisk badbehandlet i poly I:C viste nedsatt ekspresjon av c-Myc i forhold til kontrollfisk ved dag 
1, 2, 16, og 32 etter behandling, mens det var økt ekspresjon av c-Myc ved dag 4, 9, og 45. Ett 
studie hvor humane kreftceller ble stimulert med poly I:C viste resultatene at stimuleringen 
induserte nedregulering av c-Myc ekspresjon post stimulering (Lin et al., 2016). Hos tilapia ble 
det vist at c-Myc ekspresjonen var uavhengig av mTORC1, selv om translasjonen fra mRNA 
til protein var økt (Wei et al., 2019). For øvrig er det ikke gjort studier på fisk som har undersøkt 
c-Myc translasjonen etter poly I:C stimulering.  
GLUT1 ekspresjonen i fisk badbehandlet med poly I:C viste oppregulering en dag etter 
badbehandling i forhold til kontrollfisk, mens det var nedregulering ved dag 2. Fra og med 4 
dager etter badbehandling i var det generelt økning i GLUT1 ekspresjon resten av 
forsøksperioden i forhold til kontrollfisk. Oppregulering i ekspresjon av GLUT1 etter 
stimulering i poly I:C (24 t), har før vært vist i en in vitro studie på humane kreftceller fra 
prostata. (Magnifico et al., 2019). Det er ikke foretatt studier hos fisk som har sett på 
transkripsjonen av GLUT1 i forhold til poly I:C stimulering. I et annet studie var ekspresjonen 
av GLUT1 mRNA uforandret i makrofager etter LPS og β-glukan stimulering- noe som tyder 




Slik som for c-Myc, har badbehandling med poly I:C indusert nedregulering i ekspresjonen av 
IL-1β i forhold til kontrollfisk de to første dagene etter badbehandling og økt ekspresjon av c-
Myc 4 dager etter badbehandling. Ved dag 4, 9 og 16 kunne en se varierende ekspresjon av IL-
1β. I en studie på leversykdom er det beskrevet at IL-1β har positiv påvirkning på ekspresjonen 
av c-Myc, men hvor virkningsmekanismen var ukjent (Ting et al., 2015). I et studie på karpe 
hvor leukocytter ble stimulert in vitro, induserte poly I:C IL-1β ekspresjon (Tanekhy and Saki, 
2019). Det samme skjedde hos leukocytter fra regnbueørret (Oncorhyncus mykiss) da de ble 
stimulerte med poly I:C (Hu et al., 2018b). Poly I:C har også blitt vist å stimulere til IL-1β 
ekspresjon in vivo i stillehavstorsk (Gadus macrocephalus) (Hu et al., 2018a).  
Det var generelt økning i SIX1 ekspresjonen for fisk badbehandlet i poly I:C i forhold til 
kontrollfisk gjennom hele forsøksperioden, med unntak av 2 dager etter badbehandling, hvor 
ekspresjonen av SIX1 var nedregulert. Dette er likt ekspresjonen for GLUT1, noe som samsvarer 
med resultatene fra Li et al., som viste at økt aktivitet av SIX1 i kreftceller induserer økt 
ekspresjon av GLUT1 (Li et al., 2018). SIX1 sett i sammenheng med metabolisme i fisk er ikke 
studert før. 
Ekspresjonen av iNOS for fisk badbehandlet med poly I:C, viste økt ekspresjon ved dag 1, 2 og 
4 etter behandling, nedregulert ekspresjon ved dag 9, 16 og 32, og igjen økt ekspresjon av iNOS 
ved dag 45 etter behandling. Poly I:C stimulert rødhai har også vist økt ekspresjonen av iNOS 
24 timer etter stimulering (Reddick et al., 2006). Ekspresjon av iNOS er ikke studert mye i fisk 
etter en in vivo stimulering med poly I:C. Den eneste studien som fantes beskrev at poly I:C 
injeksjon medførte høy iNOS ekspresjon hos koreansk steinfisk (Sebastes schlegelii) (Shanaka 
et al., 2020) Forskningsgruppa har før prøvd å analysere iNOS ekspresjon i laks- både in vitro 
og in vivo ved hjelp av qPCR, men ikke lyktes. Det har heller ikke lyktes å måle NO produksjon 
(fra iNOS) fra f. eks. makrofager hos laks. Det virker som laks ikke har fullt ut samme iNOS 







Fisk badbehandlet med poly I:C viste nedsatt ekspresjonen av cathB de to første dagene etter 
behandling i forhold til kontrollfisk, mens fra dag 4 til 45 etter badbehandling var det generelt 
økt ekspresjon av cathB. I et studie hvor Japansk flyndre (Paralichthys olivaceus) ble injisert 
med poly I:C resulterte dette i økt ekspresjon av cathB 1 til 96 timer etter stimulering (Zhang 
et al., 2008).  
I likhet med andre studier som har vist regulert transkripsjon av metabolismegener indusert ved 
poly I:C, kan vi også konkludere med at badbehandling med poly I:C induserte genreguleringer- 
i noen tilfeller økt transkripsjon av samtlige av de undersøkte metabolismegenene de første 
dagene (ikke dag 2) etter behandling, med unntak av cathepsin B, som ble nedregulert. Dette 
kan indikere at poly I:C har en effekt på metabolismen til plommesekklarver.  
 
4.3 Effekt av Astragalus rotekstrakt 
Plommesekkyngel badbehandlet med astragalus rotekstrakt viste generelt nedregulert 
ekspresjon av ATG1/ULK1 i forhold til kontrollfisk gjennom hele forsøksperioden, med unntak 
av dag 1 og 4, hvor det var ekspresjonen av ATG1/ULK1 var oppregulert. Sammenligner man 
effekten av astragalus på ATG1/ULK1 og mTOR, kan en se at de har likt reguleringsmønster, 
dvs. når ekspresjonen av mTOR øker, så øker også ekspresjonen av ATG1/ULK1.  En kan da 
mistenke at ATG1/ULK1 er avhengig av mTOR, noe som også ble foreslått av Jung et al., 2011. 
I ett studie hvor skjelettmyoblaster (cellelinje; C2C12) fra rotter ble inkubert i kulturmedium 
inneholdende astragalus (polysakkaridfraksjonen), for så å bli behandlet (24 t) med H2O2 og 
H2O2 + astragalus polysakkarid, ble det vist at stimulanten hadde inhiberende effekt på 
autofagien indusert av H2O2  i C2C12 celler, noe som kunne indikere på at inhiberingen gikk 
gjennom en mTOR-avhengig signalvei (Yin et al., 2015). Dette forsterker mistanken om at 
mTOR regulerer ATG1/ULK1 og at astragalus har inhiberende effekt på ATG1/ULK1 og mTOR. 
I likhet med ATG1/ULK1 var ekspresjonen av mTOR generelt nedregulert i forhold til 
kontrollfisk gjennom hele forsøksperioden, med unntak av dag 1 og 4, hvor ekspresjonen av 
mTOR var oppregulert. Et studie beskrev at humane kreftceller (HT-29) som ble, in vitro, 
behandlet med astragalus (72 t) viste nedregulering av mTOR (protein) ekspresjon fra 12 til 72 




ekspresjon i humane kreftceller (HTC116) in vitro etter astragalusbehandling. Dette bekreftet 
mistanken om at astragalus gir nedsatt ekspresjon av mTOR, slik resultatene våre viste, med 
unntak av dag 1 og 4. 
Fisk badbehandlet med astragalus rotekstrakt viste også for HIF1-α generelt nedregulert 
ekspresjon i forhold til kontrollfisk gjennom hele forsøksperioden, med unntak av dag 1 og 4, 
hvor ekspresjonen av HIF1-α var oppregulert. Nedregulert ekspresjon av HIF1-α, som følge av 
astragalusbehandling (i 48 t) har før vært vist i ett studie hvor endotelceller fra humant 
hepatocellulært karsinom (HepG2) ble behandlet med sju forskjellige konsentrasjoner av 
Astragalus membranicus (Zang et al., 2019). I dette studiet ble det vist at mTOR regulerte HIF1-
α ekspresjonen. Vår studie samsvarte med dette, idet det var nedregulering av både HIF1-α 
ekspresjon og av mTOR ekspresjon (Land and Tee, 2007).  
Det var generelt c-Myc nedregulering gjennom hele forsøksperioden, med unntak av dag 1, 
hvor det var økt ekspresjon av c-Myc i forhold til kontrollfisk. I vårt forsøk viste 
plommesekklarver badbehandlet med astragalus likt reguleringsmønster av GLUT1 og c-Myc 
gjennom hele forsøksperioden. Det like reguleringsmønsteret samsvarte med konklusjonen til 
Robey et al., 2008 at c-Myc regulerer direkte GLUT1. Det har ikke blitt foretatt analyser av c-
Myc eller GLUT1 ekspresjon fra fisk stimulert med astragalus rotekstrakt. Derimot er det vist i 
en studie hvor humane leukemiceller (U937) ble stimulert in vitro med fem ulike 
konsentrasjoner av astragalus at dette førte til nedregulering av c-Myc ekspresjon (Jia et al., 
2013). Siden c-Myc, i denne studien, har vist seg å regulere GLUT1 transkripsjon var det derfor 
ikke uventet å se en nedregulering i GLUT1 ekspresjon i vår studie, hvor c-Myc ekspresjonen 
var nedregulert som følge av badbehandling med astragalus. 
Plommesekklarver badbehandlet med astragalus rotekstrakt viste økt ekspresjon av IL-1β ved 
dag 1, 4, 9 og 16, og var nedregulert ved dag 2, 32 og 45 etter badbehandling, i forhold til 
kontrollfisk. Økning i IL-1β transkripsjon etter astragalusbehandling (24 t) ble vist i en studie 
hvor karper fikk tre ulike doser astragalus polysakkarid (APS) intraperitonalt injisert. Studiet 
viste økt IL-1β transkripsjon i hodenyre, gjeller og milt etter APS injeksjonen (Yuan et al., 
2008). I et annet studie, ble makrofager fra mus (BALB/c) stimulert med Mycobacterium 
turberculosis pluss varierende konsentrasjoner av astragalus polysakkarid og astragaloside 




ekspresjon av IL-1β fra aktiverte makrofager (Xu et al., 2007). Også hos fisk har det blitt vist 
at ved å administrere astragalus øker ekspresjonen av IL-1β. I denne studien ble Koreansk malle 
(Pelteobagrus fulvidraco) injisert med APS, sammen med vaksine mot edwardsiellose. APS 
induserte IL-1β ekspresjon mer enn det vaksinen alene gjorde (Zhu et al., 2019).  
I likhet med ATG1/ULK1, mTOR og HIF1-α viste plommesekkyngel badbehandlet med 
astragalus generelt nedregulert ekspresjon av SIX1, i forhold til kontrollfisk, gjennom hele 
forsøksperioden, med unntak av dag 1 og 4, hvor ekspresjonen av SIX1 var økt. Dette er ganske 
likt GLUT1 ekspresjon, som var nedregulert gjennom hele forsøksperioden, unntatt dag 1. Dette 
samstemmer med resultatene til Li et al., 2018, som viste at økt SIX1 ekspresjon induserte økt 
GLUT1 ekspresjon.  
Resultatene viste at ekspresjonen av iNOS for fisk badbehandlet med astragalus rotekstrakt var 
økt ved dag 4, 9 og 45, og nedregulert ved dag 1, 2, 16 og 32, i forhold til kontrollfisk. I en 
studie på mus (B6C3F1) og på makrofager cellelinjer fra mus (RAW 264,7) behandlet med 
astragalus polysakkarid in vivo og in vitro, ble det funnet at ekspresjonen av iNOS var økt 4 
timer og forble høy 12 timer etter behandling. Resultatene fra studien indikerte at astragalus 
rotekstrakt økte ekspresjonen av iNOS (Lee and Jeon, 2005). En slik økning ble ikke observert 
i vårt forsøk, med unntak av dag 4, 9 og 45. Det er i en studie vist at iNOS reguleres av HIF1-
α (Jung et al., 2000), noe som betyr at hvis HIF1-α har blitt påvirket av astragalus, så ville 
kanskje iNOS  uttrykket også blitt påvirket. En slik sammenheng er vanskelig å se å våre 
resultater, da det var få signifikante verdier i iNOS ekspresjonen, og til dels store standardavvik 
i analyseverdiene i prøver fra hele forsøksperioden. En annen viktig faktor var at 
forsøksperioden Lee and Jeon, 2005 strakte seg til kun 12 timer, noe som er i korteste laget hvis 
en skal sammenligne studiene.   
Fisk badbehandlet med astragalus rotekstrakt viste økt ekspresjon av cathepsin B ved dag 1, 9 
og 32, nedsatt ekspresjon ved dag 2, og 45, mens ekspresjonen av cathB ved dag 4 og 16 var så 
og si uforandret i forhold til kontrollfisk. En studie hvor mus (BALB/c) med CVB3-myokarditt 
(hjertebetennelse forårsaket av coxackvirus) ble behandlet medcarboxymetylcellulose (CMC) 
og ulike konsentrasjoner astragalosid (bestanddel i astragalus) (i 7 dager) viste at behandling 




samsvarer for dag 2 og 45 i våre resultater. Xiaofeng et al., 2018 antydet i denne studien at 
cathB ble regulert av HIF1-α. I våre resultater stemmer dette kun for dag 1.  
I likhet med andre studier som har vist regulert transkripsjon av metabolismegener indusert ved 
astragalus rotekstrakt, kan vi også konkludere med at badbehandling med astragalus rotekstrakt 
induserte genreguleringer. Når en ser på hele forsøksperioden, var det generelt nedreguleringer 
for samtlige av de undersøkte metabolismegenene, med unntak av IL-1β, iNOS og cathepsin B 
som hadde varierende genreguleringer.  
 
4.4 Effekt av hyaluronsyre 
Det er vist at hyaluronsyre (hyaluronan) oppfører seg som DAMP (damage-associated 
molekular patterns) og induserer såkalt steril betennelse. Dette er sentralt ved celledød og 
vevsødeleggelse- noe som frigjør f.eks. hyaluronan. Hyaluronan binder seg til TLR2/TLR4 hos 
pattedyr (Gong et al., 2020). TLR4 er ennå ikke oppdaget hos fisk, men sekvensen for TLR2 
fins i Genbank, men funksjonen er ikke undersøkt noe videre hos laks.  
Plommesekklarver badbehandlet i hyaluronsyre viste oppregulert ekspresjon av ATG1/ULK1 
ved dag 1, 4, 16, 32 og 45, og nedregulert ekspresjon av ATG1/ULK1 ved dag 2 og 9 i forhold 
til kontrollfisk. Ett studie har indikert at hyaluronsyre kan påvirke makroautofagi via flere 
forskjellige gener og deriblant ULK1 (Xi et al., 2019). I våre resultater samsvarer dette med dag 
1, 4, 16, 32 og 45 etter behandling.  
Plommesekklarver badbehandlet i hyaluronsyre viste økt ekspresjon av mTOR ved dag 1, 32 
og 45, og nedregulert ekspresjon av mTOR ved dag 2, 4, 9 og 16, forhold til kontrollfisk. Park 
et al., 2008 viste at hyaluronsyre induserte gliomamotilitet (bevegelse av tumor i hjernen) ved 
å indusere osteopontin (OPN) via PI3K/AKT/mTOR-veien (Park et al., 2008). Aktivering av 
PI3K/AKT/mTOR-veien medfører inhibering av mTOR, som igjen induserer til økt ekspresjon 
av mTOR for å oppnå homeostase (Porta et al., 2014). Med utgangspunkt i dette kan en tenkes 
at badbehandling med hyaluronsyre hadde effekt på mTOR ekspresjonen ved dag 1, 32 og 45. 
Det er ellers lite forskning som undersøker effekt av hyaluronsyre på mTOR. 
Ekspresjonen av HIF1-α viste oppregulering ved dag 1, 16, 32 og 45, nedregulering ved dag 2 
og 9, mens ved dag 4 var ekspresjonen av HIF1-α så å si uforandret for plommesekklarver 




Dawley) med monoartritt ble behandlet med hyaluronsyre (intra-artikulær injeksjon), viste 
overekspressjon av både HIF1-α, iNOS og MMP3 i synovium (kuleleddvæske f.eks. i albue og 
kne) (Chou et al., 2011). Slik overekspresjon samsvarer med våre resultater ved dag 1, 16, 32 
og 45, selv om det eksperimentelle oppsettet var svært forskjellig.    
Ekspresjonen av c-Myc var oppregulert ved dag 1, 32 og 45, nedregulert ved dag 2, 4 og 9, og 
uforandret ved dag 16 for plommesekklarver badbehandlet med hyaluronsyre, i forhold til 
kontrollfisk. I en in vitro studie hvor humane (U87MG) og murine (mus) (SMA560) 
gliomaceller (cellelinjer) ble behandlet med hyaluronan viste cellene økt c-Myc ekspresjon i 
både humane og murine gliaceller tre timer etter behandling (Tsatas et al., 2002). Et annet studie 
viste også at in vitro behandling med hyaluronan av murine cellelinje (NIH 3T3) induserte økt 
ekspresjon av c-Myc tre timer etter behandling (Moon et al., 1998). Disse observasjonene 
samstemmer med våre resultater selv om de ikke undersøkte transkripsjonen over lang tid (f. 
eks. dag 1, 32 og 45). 
 Ekspresjonen av GLUT1 var ganske lik ekspresjonen av c-Myc og HIF1-α for 
plommesekklarver badbehandlet med hyaluronsyre, med oppregulering ved dag 1, 16, 32 og 45 
og nedregulering ved dag 2, 4 og 9 i forhold til kontrollfisk. Et in vitro studie, hvor endotelceller 
fra hornhinnen til kveg ble stimulert med hyaluronsyre, viste at hyaluronsyren ikke stimulerte 
GLUT1 ekspresjon (Ishida et al., 1995). Et annet in vitro studie hvor differensierte humane 
stamceller (iPSC-BMEC) med tilstedeværelse av hyaluronidase (fra Streptomyces sp) ble 
behandlet med hyaluronan og hyaluronsyre, viste en svak nedregulering i GLUT1 ekspresjon 
(Al-Ahmad et al., 2019). Dag 1, 16, 32 og 45 i våre resultater viser, i likhet med resultatene til 
Al-Ahmad et al., 2019, nedregulering i ekspresjonen av GLUT1. 
I forhold til kontrollfisk viste plommesekklarver badbehandlet med hyaluronsyre nedregulert 
ekspresjon av IL-1β ved dag 1, 2 og 4, og oppregulert ekspresjon av IL-1β ved dag 9, 16, 32 og 
45 etter badbehandling. Et in vitro studie hvor IL-1β stimulerte SSF-celler behandlet med ulike 
konsentrasjoner hyaluronsyre (opptil 48 t) har vist signifikant nedregulert ekspresjonen av IL-
1β mRNA (doseavhengig) (Mitsui et al., 2008). Våre resultater viste også nedregulering av IL-
1β på dag 1 og 2 etter badbehandling i hyaluronsyre. I et annet studie ble det også vist at 
behandling in vitro med hyaluronsyre (i 24 t) med høy molekylvekt induserte nedregulering av 




Plommesekklarver badbehandlet i hyaluronsyre viste økt ekspresjon av SIX1 ved dag 1, 16 og 
32, og nedregulert ekspresjon av SIX1 ved dag 2, 4 ,9 og 45 etter badbehandling i forhold til 
kontrollfisk. Ekspresjonen av SIX1 og GLUT1 hadde likt reguleringsmønster gjennom hele 
forsøksperioden, med unntak av dag 45. Det like reguleringsmønsteret antyder at det er en 
kobling mellom SIX1 og GLUT1, slik som Li et al., 2018 viste. Det er få studier som beskriver 
effekt av hyaluronsyre på SIX1 ekspresjon, men det er studier som viser at hyaluronsyre 
nedregulerer ekspresjonen av GLUT1. Nedregulert ekspresjon av GLUT1 i respons på 
hyaluronbehandling, vil derfor også kunne gi nedregulert ekspresjon av SIX1.  
Ekspresjonen av iNOS var nedregulert for plommesekklarver badbehandlet i hyaluronsyre ved 
dag 1 og 2, og oppregulert ved dag 4, 9, 16, 32 og 45, i forhold til kontrollfisk. I et in vivo studie 
hvor mus ble injisert med blant annet hyaluronsyre med både høy- og lav molekylvekt 40 timer 
etter injisering av oksygen og zymosan (1%), viste at hyaluronsyre med høy molekylærvekt 
senket iNOS mRNA ekspresjon etter 8 timer, og at hyaluronsyre med lavmolekylvekt økte iNOS 
mRNA ekspresjonen (Cabrera et al., 2004). Også Noble et al., 1996 viste dette i en studie på 
NF-KB aktivering av makrofager stimulert med hyaluronsyre med høy og lav molekylvekt. 
Med utgangspunkt i dette, kan en tenkes at hyaluronsyren vi brukte hadde høy molekylvekt, 
siden resultatene generelt viste økning i ekspresjonen av iNOS. På grunn av høye standardavvik 
kan en ikke si noe sikkert om iNOS ekspresjonen som følge av immunstimulering, men en kan 
få en indikasjon på at hyaluronsyre har en effekt på ekspresjonen av iNOS.  
For plommesekklarver badbehandlet med hyaluronsyre viste ekspresjonen av cathepsin B ingen 
forandringer ved dag 1 og 9, nedregulering ved dag 2,4 og 16 og oppregulering på ved 32 og 
45 i forhold til kontrollfisk. En in vitro studie hvor isolerte kondrocytter (fra humant artikulært 
bruskvev) fra pasienter med osteoartritt ble inkubert på et hyaluronbasert biomateriale (Hyaff®-
11) i 28 dager, viste ingen endring i cathB ekspresjonen frem til dag 14, hvor det var økt 
ekspresjon av cathB som varte til og med dag 28 (Cavallo et al., 2009). Til sammenligning fikk 
vi heller ingen endring ved dag 1 og 9 og økning ved dag 32, noe som kan være en vag 
indikasjon på at cathB var påvirket av badbehandling med hyaluronsyre. Få signifikante verdier 
og relativt store standardavvik gjør det for usikkert å konkludere med om hyaluronsyre hadde 





I våre resultater kunne man ikke med sikkerhet si at å badbehandle plommesekklarver med 
hyaluronsyre har noen effekt på transkripsjonen av metabolismegenene vi undersøkte, slik 
andre studier har vist. Imidlertid er det utført lite forskning på virkningen av hyaluronsyre på 
de metabolismegenene vi har undersøkt, og enda mindre forskning på tilsvarende i fisk.  
 
4.5 Effekt av imiquimod 
Imiquimod er et syntetisk TLR/ ligand, mye benyttet innen studier på kreftceller. 
Plommesekklarver badbehandlet med imiquimod viste oppregulering i ekspresjonen av 
ATG1/ULK1 ved dag 1, 4, 32 og 45, og nedregulering ved dag 2, 9 og 16 etter badbehandling, 
i forhold til kontrollfisk. I en studie hvor humant basalcellekarsinom-celler (cellelinje; 
BCC/KMC-1) ble inkubert med fem ulike doser imiquimod i 12 timer, ble det vist at 
imiquimod ikke påvirket ekspresjonen av ULK1 (Wang et al., 2015). Dette samsvarer ikke 
med våre resultater, da vi fikk både opp- og nedreguleringer i ekspresjonen av ATG1/ULK1. I 
vår studie var fisken badbehandlet med imiquimod i 60 minutter, mens Wang et al., 2015 
brukte en behandlingsperiode på 12 timer. 
Plommesekklarver badbehandlet med imiquimod viste økt ekspresjon av mTOR ved dag 1 og 
45, nedsatt ekspresjon ved dag 2, 4, 9 og 32 og omtrentlig uforandret ekspresjon ved dag 16, i 
forhold til kontrollfisk. Dette er relativt likt reguleringsmønster som for HIF1-α, med unntak 
av dag 16. Nok en gang fikk vi en indikasjon på at mTOR ble regulert av HIF1-α, slik Land and 
Tee, 2007 har vist før (Land and Tee, 2007). I en studie hvor mus (BALB/c) ble daglig 
behandlet med imiquimod i 14 dager, ble det vist oppregulering i ekspresjonen av mTOR 
(Camcheu et al., 2016). Dette samstemmer ikke med våre resultater, som for det meste viste 
nedreguleringer for mTOR. 
Ekspresjonen av HIF1-α var for plommesekklarver badbehandlet med imiquimod oppregulert 
ved dag 1, 16 og 45 og nedregulert ved dag 2, 4, 9, og 32, i forhold til kontroll. I en studie hvor 
forskjellige svulstceller (BCC, SCC12, HeLa, MeWo og B16F10) ble behandlet med 
imiquimod (50 µg/ml) i 1, 2, 4, 8, og 12 dager, ble det vist at imiquimod forårsaket økt 
ekspresjon av HIF1-α (Huang et al., 2014). Dette samsvarer kun ved dag 1, 16 og 45 i våre 
resultater, mens vi fikk motsatt effekt (nedregulering) i resten av forsøksperioden. En grunn til 




periode på 12 dager, mens vi brukte 1mg/ml i 60 minutter. Generelt er det å sammenligne andres 
in vitro forsøk, ofte med bruk av cellelinjer, med vårt in vivo forsøk vanskelig. 
Ekspresjonen av c-Myc viste oppregulering ved dag 1 og 45, og nedregulering ved dag 2, 4, 9, 
og 32 for plommesekklarver badbehandlet med imiquimod, i forhold til kontrollfisk. I en studie 
hvor både humane (T24) og murine (MBT-2) blærekreftceller ble behandlet in vitro med 
imidazoquinoline (imiquimod), ble det vist nedregulering i ekspresjonen av c-Myc. c-Myc 
ekspresjonen ble også nedregulert da de i samme studie behandlet mus (C3H) med 
imidazoquinoline (Liu et al., 2008). Dette samstemte godt med våre resultater, unntatt for dag 
1 og 45, hvor ekspresjonen av c-Myc var oppregulert. 
Plommesekklarver badbehandlet med imiquimod viste oppregulert ekspresjon av GLUT1 ved 
dag 1 og 45, og nedregulert ekspresjon ved dag 2, 4, 9, 16 og 32, i forhold til kontrollfisk. I en 
studie hvor mus med psoriasiform hyperplasi (hudsykdom som gir betennelse og økt antall 
celler i huden) ble behandlet med imiquimod direkte på huden, ble det vist at imiquimod 
induserte oppregulering av GLUT1 ekspresjon (Zhang et al., 2018). Dette samsvarte kun ved 
dag 1 og 45 i våre resultater. Zhang et al., 2018 brukte en behandlingsperiode på 5 dager med 
daglig behandling. Vi behandlet fisken 1 gang i 60 minutter, så behandlingsperioden kan være 
en grunn til at resultatene fra studiene ikke kan sammenlignes.  
Ekspresjonen av IL-1β viste for plommesekklarver badbehandlet med imiquimod 
oppregulering ved dag 9 og 45, nedregulering ved dag 1, 2, 4 og 32 og var uforandret ved dag 
16 i forhold til kontrollfisk. En studie hvor mus (BALB/c) ble behandlet med imiquimod direkte 
på huden hver dag i ti dager, viste oppregulert IL-1β ekspresjon (Sun et al., 2013). Våre 
resultater samsvarte ikke med dette. Forskjellig behandlingstid og konsentrasjon av imiquimod 
kan være en faktor som spiller inn. I vårt forsøk ble fisken behandlet med imiquimod (1mg/ml) 
én gang i 60 minutter, i motsetning til Sun et al., 2013, som brukte 20 mg/cm2 daglig i 10 dager. 
Plommesekklarver badbehandlet med imiquimod viste oppregulering av SIX1 ekspresjonen ved 
dag 1 og 32, nedregulering av SIX1 ekspresjon ved dag 2, 4, og 9, og viste uforandret SIX1 
ekspresjon ved dag 16 og 45, i forhold til kontrollfisk. Ekspresjonen av SIX1 hadde likt 
reguleringsmønster som GLUT1 fram til og med dag 9. Dette samstemmer med resultatene til 




kan gi en indikasjon på at imiquimod har forårsaket nedregulering i både GLUT1 og SIX1 
ekspresjon. 
iNOS ekspresjonen for plommesekklarver badbehandlet med imiquimod viste oppregulering 
ved dag 9 og 45, nedregulering ved dag 1, 2 og 32 og viste uforandret iNOS ekspresjon ved dag 
4, og 16 i forhold til kontrollfisk. I en studie hvor mus (BALB/c) injisert med svulstceller, ble 
det vist økt ekspresjon av iNOS etter behandling med imiquimod (Ito et al., 2015). Blant våre 
resultater var det kun dag 9 og 45 som samsvarte med dette. Relativt høye standardavvik og få 
signifikante verdier i våre resultater gjør det vanskelig å anta noe om virkning av imiquimod på 
iNOS ekspresjon.  
Plommesekklarver badbehandlet med imiquimod viste oppregulert ekspresjon av cathB ved 
dag 45, og nedregulert ekspresjon av cathB ved dag 1, 2, 4, 9, 16 og 32 i forhold til kontrollfisk. 
I en studie hvor B-cellelinjer (M12) ble aktivert via CpG-B-indusert NF-KB og deretter 
introdusert for TLR7-liganden loxoribine (TLR7 agonist lik imiquimod) i 24 timer, ble det vist 
at cystein-protease aktivitet fra cathepsiner kunne være nødvendig for B-cellerespons til TLR7 
(Matsumoto et al., 2008). Derfor vil det ikke være unaturlig å mistenke at cathB ekspresjonen 
går opp ved stimulering med imiquimod. Dette samstemte imidlertid ikke med våre resultater- 
som heller tydet på at imiquimod ga nedregulering i cathB ekspresjonen. 
I våre resultater kunne man si at å badbehandle plommesekkyngel med imiquimod hadde 
negativ effekt på transkripsjonen av de fleste metabolismegenene vi undersøkte, i motsetning 
til andre studier på imiquimod, som har vist positiv effekt på transkripsjonen. Det er utført lite 
forskning på virkningen av imiquimod på metabolismegenene vi har undersøkt, og det meste 









Fisk i kontrollgruppen ble ikke badbehandlet. Badbehandling kan ha ført til en stressreaksjon 
og dermed endret genuttrykk, som igjen kunne påvirket resultatene. En kan se en nedregulering 
i genuttrykk ved dag 2 for de fleste metabolismegenene i alle forsøksgruppene vi undersøkte, 
med unntak av kontrollgruppen. Vi vet ikke om denne nedreguleringen skyldtes 
immunstimulantene eller en evt. stressreaksjon. For å kunne si at det var en stressreaksjon, 
skulle man målt kortisol nivå i larvene, noe som ikke ble gjort. Det er bekreftet at akutt stress 
induserer fysiologiske endringer hos laks (parr og smolt) hvor det er vist at normalnivået etter 
stress var oppnådd etter 1 dag (Carey and McCormick, 1998). Det er imidlertid funnet 
indikasjoner på at nylig klekkede plommesekklarver av regnbueørret var relativt resistent mot 
stress (målt som kortisol produksjon), kalt hyporesponsivitet over stress. Fenomenet er også 
kjent hos gnagere (Kloet et al., 1988). 
Vi undersøkte genuttrykket til kun 6 plommesekklarver i hver gruppe fra hver dag. Det er mulig 
at vi kunne fått et annet resultat hvis vi hadde analysert genuttrykk fra flere plommesekklarver. 
Også individuell variasjon i responsen ovenfor immunstimulantene kan ha påvirket resultatene. 
Det ideelle hadde vært om vi kunne tatt prøver fra den samme fisken gjennom hele 
forsøksperioden, for å unngå individuelle variasjoner.  
Det er mulig at mer enn kun plommesekk, haleparti, og for noen ryggmuskulatur, ble kuttet 
bort siden plommesekklarvene var svært små (1-2 cm). Dette kan ha medført at organer hvor 
metabolismegener blir uttrykt kan ha blitt kuttet bort. Dette ville også ha påvirket resultatene. 
En skal ikke se bort fra at prøvene kan ha blitt forvekslet med hverandre under RNA-ekstraksjon 
og under qPCR-analysen. Forveksling av prøver kan føre til at resultatene blir ført på feil 
grunnlag. 
Det er også mulig at det er pipettert ulike volum i qPCR-analysen, (gjelder all pipettering) noe 
som kan ha ført til store standardavvik, dermed lavere signifikans. Det er to personer som har 







• Badbehandling med kitosan (i hvert fall ved konsentrasjonen vi brukte) er å fraråde, da 
dette forårsaket flokkulering på plommesekklarvene og mulig tettet gjellene slik at 
fisken ble kvelt. 
• Badbehandling med poly I:C induserte genreguleringer på samtlige av de undersøkte 
metabolismegenene, noe som indikerte at poly I:C har en effekt på metabolismen til 
plommesekklarver. 
• Badbehandling med astragalus rotekstrakt induserte også genreguleringer for samtlige 
av de undersøkte metabolismegenene, noe som indikerte at også astragalus rotekstrakt 
har en effekt på metabolismen til plommesekklarver.  
• Badbehandling med hyaluronsyre gav for usikre resultater til å trekke konklusjon om 
effekt på metabolismen til plommesekklarver. 
• Badbehandling med imiquimod induserte genreguleringer hos samtlige av de 
undersøkte metabolismegenene, noe som indikerte at imiquimod kan ha en effekt på 














6 Tanker til videre arbeid 
• Det kan være interessant å utføre samme forsøk (uten kitosan) igjen, bare over en 
lengre periode for å se om fisken får endringer i vekstutvikling og 
sykdomsbeskyttelse, og om andre gener får endringer i transkripsjonen.  
 
• En kan også bruke samme forsøksoppsett, bare med varierende behandlingstid og 
konsentrasjoner av immunstimulanter for å se hvilke konsentrasjoner og 
behandlingstider som gir best effekt på transkripsjon av metabolismegener. 
 
• Vi undersøkte effekten immunstimulering hadde på metabolismegener i 
plommesekklarver. Det vil være interessant å også undersøke immunologiske gener på 
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Tabell 7: Gjennomsnittlige Ct-verdier for ATG1/ULK1 fra alle grupper for alle dagene.  
  Kontroll Poly I:C Astragalus Hyaluronsyre  Imiquimod 
Dag 1 30,995 30,191 30,742 30,381 29,793 
Dag 2  29,924 29,345 29,356 29,309 29,253 
Dag 4 32,252 31,811 32,571 32,564 31,991 
Dag 9 28,408 28,334 29,182 29,657 28,877 
Dag 16 28,808 29,395 30,361 29,474 29,313 
Dag 32 29,739 29,398 28,877 28,575 29,806 
Dag 45 30,592 29,439 29,607 29,276 29,422 
 
 
Tabell 8: Gjennomsnittlige Ct-verdier for mTOR fra alle grupper for alle dagene. 
  Kontroll Poly I:C Astragalus Hyaluronsyre  Imiquimod 
Dag 1 28,605 28,392 28,029 27,803 26,878 
Dag 2  27,447 26,755 26,708 26,707 26,737 
Dag 4 27,301 26,784 27,542 27,505 26,788 
Dag 9 26,595 26,448 27,089 27,571 26,776 
Dag 16 26,534 27,271 28,153 27,484 26,955 
Dag 32 27,829 27,607 27,191 27,015 28,849 
Dag 45 29,277 27,909 28,159 27,884 27,733 
 
 
Tabell 9: Gjennomsnittlige Ct-verdier for C-Myc fra alle grupper for alle dagene. 
  Kontroll Poly I:C Astragalus Hyaluronsyre  Imiquimod 
Dag 1 27,113 27,284 26,723 26,381 25,475 
Dag 2  25,993 25,407 25,242 25,472 25,144 
Dag 4 25,840 25,435 26,928 26,086 25,299 
Dag 9 25,217 25,050 25,457 26,304 25,560 
Dag 16 25,622 26,305 26,923 26,433 26,058 
Dag 32 26,689 26,841 26,104 26,059 27,875 















Tabell 10: Gjennomsnittlige Ct-verdier for HIF1-α fra alle grupper for alle dagene. 
  Kontroll Poly I:C Astragalus Hyaluronsyre  Imiquimod 
Dag 1 27,409 26,554 27,278 26,724 25,796 
Dag 2  26,022 25,285 25,154 25,338 25,252 
Dag 4 25,670 25,261 26,114 25,840 25,126 
Dag 9 24,754 24,567 25,144 25,779 24,971 
Dag 16 25,026 25,395 26,485 25,657 25,316 
Dag 32 25,809 25,842 25,181 24,779 26,724 
Dag 45 26,955 25,625 25,949 25,702 25,581 
 
 
Tabell 11: Gjennomsnittlige Ct-verdier for GLUT1 fra alle grupper for alle dagene. 
  Kontroll Poly I:C Astragalus Hyaluronsyre  Imiquimod 
Dag 1 26,801 26,229 26,900 26,550 25,980 
Dag 2  26,159 24,990 25,016 25,361 24,848 
Dag 4 25,238 24,637 26,177 26,103 25,280 
Dag 9 24,676 24,738 25,210 25,284 24,700 
Dag 16 24,863 25,371 26,265 25,635 25,512 
Dag 32 25,469 25,307 25,338 24,844 26,186 
Dag 45 27,052 25,914 26,200 26,131 25,938 
 
 
Tabell 12: Gjennomsnittlige Ct-verdier for IL-1β fra alle grupper for alle dagene. 
  Kontroll Poly I:C Astragalus Hyaluronsyre  Imiquimod 
Dag 1 32,364 32,307 33,068 33,468 32,538 
Dag 2  32,565 31,754 30,973 32,081 31,736 
Dag 4 32,252 31,811 32,571 32,564 31,972 
Dag 9 31,527 30,991 31,801 31,311 31,063 
Dag 16 31,661 30,645 32,298 30,934 32,070 
Dag 32 30,864 32,186 31,877 30,130 32,892 


















Tabell 13: Gjennomsnittlige Ct-verdier for SIX1 fra alle grupper for alle dagene. 
  Kontroll Poly I:C Astragalus Hyaluronsyre  Imiquimod 
Dag 1 26,801 26,229 26,900 26,550 25,980 
Dag 2  23,595 22,784 22,710 22,781 22,700 
Dag 4 23,219 22,880 23,592 23,495 22,776 
Dag 9 22,218 22,113 22,666 23,104 22,282 
Dag 16 22,806 23,196 23,998 23,594 23,301 
Dag 32 23,623 23,363 23,203 23,094 24,052 
Dag 45 24,599 23,527 23,743 23,718 23,741 
 
 
Tabell 14: Gjennomsnittlige Ct-verdier for iNOS fra alle grupper for alle dagene. 
  Kontroll Poly I:C Astragalus Hyaluronsyre  Imiquimod 
Dag 1 29,745 27,558 31,952 30,261 30,177 
Dag 2  30,390 28,461 29,566 29,603 29,819 
Dag 4 30,093 29,068 30,202 29,565 28,863 
Dag 9 30,787 31,089 30,738 30,479 30,060 
Dag 16 30,128 31,980 31,575 28,628 30,883 
Dag 32 29,859 30,124 31,543 29,506 32,359 
Dag 45 33,097 31,306 32,023 31,513 31,040 
 
 
Tabell 15: Gjennomsnittlige Ct-verdier for cathB fra alle grupper for alle dagene. 
  Kontroll Poly I:C Astragalus Hyaluronsyre  Imiquimod 
Dag 1 22,894 23,258 23,434 23,134 23,179 
Dag 2  23,410 22,779 22,707 23,297 23,293 
Dag 4 23,009 22,891 23,587 24,059 23,222 
Dag 9 22,699 22,178 22,847 23,192 22,718 
Dag 16 22,687 23,450 23,471 23,842 23,352 
Dag 32 23,191 22,954 22,149 22,434 23,992 











Tabell 16: Dødelighet for hver gruppe 1-45 dager etter badbehandling. Høy dødelighet for fisk i kontrollgruppa 
etter 4 og 9 dager skyldtes døde egg. (All fisk i stimulert med deacetylert kitosandøde samme dag som de ble 
badbehandlet og er ikke tatt med i tabellen.). Antall fisk i kontrollgruppen var høyere enn for de andre 
behandlingsgruppene. Antall fisk i de øvrige gruppene var omtrent lik - 842 i hver gruppe, 287 egg i hver 
inkubator. ND= ikke bestemt. 
Dag kontroll poly I:C astragalus hyaluronsyre imiquimod 
1 10 0 0 0 0 
2 9 2 8 1 0 
3 2 0 0 0 0 
4 22 1 4 2 1 
5 7 2 6 0 0 
6 1 0 0 0 0 
7 4 0 0 0 0 
8 9 0 0 1 0 
9 50 0 2 0 0 
10 0 1 1 1 0 
11 0 0 0 0 0 
12 0 1 0 3 0 
13 0 0 0 0 0 
14 3 0 0 1 0 
15 0 0 1 0 0 
16 10 2 0 9 1 
17 0 0 0 0 0 
18 0 1 0 0 0 
19 2 0 0 0 0 
20 0 0 0 0 0 
21 1 0 0 0 0 
22 1 1 0 0 0 
23 2 0 0 0 0 
24 0 5 0 0 0 
25 1 6 0 0 0 
26 2 2 0 0 0 
27 0 7 0 0 0 
28 0 8 1 0 0 
29 0 3 0 0 0 
30 0 2 1 0 0 
31 0 3 0 0 0 
32 1 5 1 0 0 
33 0 1 0 0 0 




35 0 1 0 0 0 
36 0 2 0 0 0 
37 0 2 0 0 0 
38 0 1 0 0 0 
39 0 2 0 0 0 
40 0 1 0 0 0 
41 0 1 0 0 0 
42 0 1 0 0 0 
43 0 3 0 0 0 
44 0 0 0 0 0 
45 2 4 0 0 0 
Sum 139 71 26 18 2 
Akkumulert 
dødelighet ND 9 3 2 0,2 
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